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mykotischer und cytostatischer Wirkung, ein Verfahren zu 
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CO 
CO 



UJ 

Q 



Die folgenden Angaben sind den vonn Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

BUNDESDRUCKEREi 01.98 802 013/322 



14/25 



DE 196 38 870 Al 

Beschreibtmg 

GemaB einer ersten Ausfuhnmgsform betrifft dBe Erfinduiig eine chemische Verbtndung der Formel 




Gem&B einer weiterenAusfOhrungsform betrifft die Erfindung eine chemische Verbindungder Formd 




4^^ 



GemiB einer weiteren AusfOhrungsform betrifft die Erfindung eine chemisclie Veri>indiing der Siumnenfor- 
me] C43M65N5O10S und mit den folgenden Parametem: 
^H-NMR-SpelctnimgemaBTabefle 1 (Tubulysin A); 
*3C-NMR-Spektrum gemSB Tabelle 1 (Tubulysin A); 

UV-Spektrom (Methanol) lambdamax (log epsilon): 225 (4;20), 250 (3^6) und 280 (3;20); 
IR-Spektrum(KBr)ny: 3390, 2959, 2934, 2876, 1747, 1667, 1553, 1515 und 1233 cm--^ 

GemaB einer weiteren Ausfillirungsform betrifft die Erfindung eine chemische Verbindung der Summenfor- 
mel C42M63N5O10S und mit den folgenden Parametem 
*H-NMR-Spektrum gemaB Tabelle 1 (Tubulysin B); 
^^-NMR-Spektrum gemaB Tabelle 1 (Tubulysin B); 

UV-Spektrum (Methanol) lambdamax (log epsilon): 225 {4fi3\ 250 (3,9 1 ) und 280 (3^6); 
IR-Spektnim(KBr) ny; 3421, 2964, 2935,2878, 1742, 1667, 1550, 1517 und 1235 cm"^. 

GemaB einer weiteren Ausfuhnmgsform betrifft die Erfindung eine chemische Verbindung der Summenfor- 
mel C41M61N5O10S und mit einem Rt-Wert (HPLQ unter folgenden Bedngungen: 
Saule: Nucieosil 100 C-18, 7 nm, 125 x 4 mm; 

Laufmittel: Methanol/Wasser «= 70/30 + 2 mM Ammoniumacetat (pH 5,0) 4- 10 mM Natriumdode(^suIfot; 
FluB: 1 ml/min; 
Detekdon: Diodenarray* 

GemiB einer weiteren AusfOhrungsform betrifft die Erfindung erne c^emisdhe Verbindungen mit andmykoti- 
scher und cytotoxisdier Wirkung, dadurch gewinnbar, daB man 

a) Archangium gephyra DSM 11 092 in einem waBrigen Kulturmedium mit ehiem Gehalt an Kohienstoff- 
Quelien, Stickstoff-Queilen, Schwefel-Quellen, QyaDOCobalamin und Mineralsaheen aerob in Gegenwart 
eines Adsorberharzes kultiviert und 

b) das Adsorberharz vom Kulturmedium abtrennt und mit Methanol eiuiert und vom Eluat das Methanol 

ab^eht und 

c) die zuruckbleibende Wasserphase mit Ethyiaoetat extrahiert, den E3Ctrakt einengt und einen Rohex&akt 
gewinnt und 
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d) den Rohextrakt einer Gelcfaromatographie mit Methanol als Laufmittel unterwirft und ein oder mehrere 
Fraktionen mit einem Gehalt an Verbindiingen mit antimykotischer und cytostatischer Wirkung im UV bei 
226 nm detektiei% abtrennt und einengt, 

e) das gewonnene Konzentrat an einer Umkehrphase mit Methanol/Ammoniumacetat-Puffer chromato- 
graphiert und durch Detektion im UV bei 226 nm 5 
el) eine Fraktion mit einer rascher laufenden Verbindung sowie, zeitlidi getrennt» 

e2) eine Fraktion mit einer Zangsamer laufenden Verlnndung sowie, zeitfich getrennt, 
e3) eine Fraktion mit einer noch langsamer laufenden Yeitindung abtrennt, 

f) von der gemlB (el) gewonnenen Fraktion das Methanol abzieht, die zunickbleibende Wasserphase mit 
Ethylacetat extrahiert, eindampft und trocknet und die Verbindung gewinnt, lo 

g) von der gemaB (e2) gewonnenen Fraktion das Methanol abzieht, die zuruckbleibende Wasserphase mit 
Ethylacetat extrahieri eindampft und trocknet und die Verbindung gewinnt und 

h) von der gemafi {e3) gewonnenen Fraktion das Methanol abzieht, die zuruckbleibende Wasserphase mit 
Ethylacetat extrahiert, eindampft und trocknet und die Verbindung gewmnt 



15 



Diese Verbindungen konnen dadurch gewinnbar sein, daB man bei Stufe (e) an einer Cis-Umkehrphase 
chromatographiert 

GemaB emer weiteren Ausf uhrungsfonn betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Gewinnung von chemisdien 
Verbindungen mit antim^icotischer und pytostatischer Wirkung dadurch gekennzeichnet, daB man 

20 

a) Archangiuw gephyra DSM 11 092 m emem wSBrigen Kulturmec&um mit emem Gehalt an Kohlenstoff- 
Quellen, Stickstoff-Quellen, Schwefel-Quellen, Cyanocobaiamin und Mmeralsaten aerob m Gegenwart 
eines Adsorberharzes kultiviert und 

b) das Adsorberharz vom Kuiturmectium abtrennt und mit Methanol eluiert und vom Eluat das Medianol 
abzieht und 25 

c) die zunickbleibende Wasserphase mit Ethylacetat extrahiert, den Extrakt einengt und emen Rohextrakt 

gewinnt und 

d) den Rohextrakt einer Gelchromatographie mit Methanol ais Laufmittel unterwirft und ein oder mehrere 
Fraktionen mit einem Gehah an Verbindungen mit antimykotischer und cytostatischer Wirkung im UV bei 
226 nm detektiert, abtrennt und einengt, 30 

e) das gewonnene Konzentrat an einer Umkehrphase mit Methanol Ammoniumacetat-Puffer chromatogra- 
phiert und durch Detektion im UV bei 226 nm 

(el) eine Fraktion mit einer rascher laufenden Verbindung sowie, zeitlich getrennt, 
e2) eine Fraktion mit einer langsamer laufenden Verbindung sowie, zeitlich getrennt; 

e3) eine Fraktion mit einer noch langsamer laufenden Verbindung abtrennt, 35 

f) von der gemlB (el) gewonnenen Fraktion das Methane^ abaeht, die zurudcbleibende Wasseiphase mit 
Ethylacetat extrahiert, emdampft und trocknet und die Verbindung gewmnt, 

g) von der gemSB (e2) gewonnenen Fraktion das Methanol abzieht die zurudd>letbende Wasserphase mit 
Ethylacetat extrahiert, emdampft und trocknet und die Verbindung gewinnt und 

h) von der gemaB (eS) gewonnenen Fraktion das Methanol abdeht, die zunickbleibende Wasserphase mit 4o 
Ethylacetat extrahiert eindampft und trocknet und die Verbindung gewinnt 

GemaB dner weiteren AusfOhnmgsform betril^ die Erfindung em antimykotisches Mittel mit einem Gehalt 
an einer erfindungsgemaBen Verbindung. 
GemaB einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung em cytostatisdies Mittel mit emem Gehalt an 45 

einer erfindungsgemaBen Verbindung. 
SchlieBlich betrifft eine Ausfuhrungsform der Erfindung Archangium gephyra DSM 1 1 09Z 
Nachstehend wu-d die Erfindung durch experiraentelle Angafaen und 3 Figiu^n (Strukturformeln) naher 

erlHutert 



A. Produktionsbedingungen 
A.L Produktionsstamm 

Das Bakterium Archangium gephyra gehort zur Ordnung der Myxococcales (Myxobakterien), Unterordnung 
Cystobacterineae, Familie Archangiaceae. Der Produktionsstamm Archangium gephyra Ar 315 wurde im Fe- 
bruar 1973 von Dr. Reichenbach aus emer Probe von einem Kompc^thaufen im Botanischen Garten in Freiburg, 
Deutschland, isoliert £r wurde 1996 bei der Deutschen Sammlung von Mikroor^anismen (DSM) unter der Mr. 
DSM11092binterlegt 

A^StammkuItur 



50 



60 



Die Stammhaitung erfolgt auf Agarplatten, bevorzugt auf Hefe-Agar (VY/2-Agar). Dieses Medium enthalt 
0,5% Backerhefe, 0,1% Caa2x2H20, 0,1 ^ig/l Cyanocobaiamin und 1,2% Agar. Der pH-Wert wird auf 7,4 
eingestellt Das Medium wird durch Autoklavieren sterilisiert Die Plattenkulturen werden bei 30*C bebrutet 65 
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A3. Morphologische Beschreibung 

Die vegetativen Zellen sind lange, schlanke Stabchen, etwa 6 bis 9 lang und 0^ \Lm dick. Be<fingt durdi die 
Gleitbewegung der Bakterien, breiten sich die Kolonien rasch uber die Kulturplatte aus. Die Schwarmkolonie 
auf Hefeagar ist dunn, filmartig, rotlich braun. Wie an dem um die Kolonien entstehenden Klarhof zu erkennen, 
werden die Hef ezellen ira Medium abgebaut Auf diesera Medium bildet der Stamm oft blaBbrauniiche Frucht- 
korper, die aus mSandrierenden WQlsten aufgebaut sind und stark iichtbrechende Myxosporen enthalten. 
Letztere dnd kurze, dicke, etwas umvgelm^ige Stabchen, etwa %5 bis 4 mm lang und 1^ bis Ifi mm dick. 

A.4. Leistungen 

Der Stamm Ar 315 produziert Substanzen, namiich Tubulysine, die das Wachstum von Pilzen, humanen 
Krebszellen und anderen tierischen Zellkuituren hemmen. Die Hemmstof fe kdnnen sowohl aus den Zellen wie 
auch aus dem Kulturuberstand isdiiert werden. 

AJS. Produktion d^ Tubulysine 

Die Substanzen werden ^hrend der logarithnuschen bis bin zur stationaren Wachstumsphase produziert 
Eine typische Fermentation verlauft wie folgt: Ein Fermentor mit 350 1 Arbeitsvolumen wird mit 300 1 Kulturme- 
dium gefiillt (Zusammensetzung: 0^% Probion (Einzellerprotein der Fa. Hoechst); 1,0% StSrke (CCTCStar 
Krefeld); 0^% Glucose; 0,1% Hefeextrakt; 0,1% MgS04 x 7H2O; 0,1% CaQa x 2H2O; ftl [tg/l Cyanocobalanun; 
Altemativen zu Probion sind Sojamehl oder Maiskieber). Der pH-Wert wird mit KOH auf 7,4 eingestellt Zur 
Bindung der ins Medium freigesetzten Hemmstoffe wird dem Medium 1% (VAQ eines Adsorberharzes (Amber- 
lite XAD-16, Rohm & Maas) zugesetzt Beimpft wird mit 10 1 einer 3 Tage alten Vorkultur, die im gleichen 
Medium in einem entsprechend kleineren Fermentor erzeugt wurde. Fermentiert wird bei 30** C mit emer 
Ruhrgeschwindigkeit von 150 U/min und einer Beluftungsrate von 10 VoL -% pro min. Anfangliche Schaumbil- 
dung wird durch Zugabe von 50 ml Silikon-Antischaum (z. B. Tegosipon, Goldschmidt AG, Essen) verhindert 
Der pH-Wert steigt im Lauf e der Fermentation an. Der Anstieg wird durch Zugabe von 5-proz. Schwefelsaure 
auf 73 begrenzt Die Fermentation wird nach 5 Tagen beendet 

B. Isolierung von Tubulysin A, B und C 

Das Adsorberharz wird in einem ProzeBfilter (0,7 m^, 1 00 Maschen (mesh)) von der Kultur abgetrennt, und mit 
15 1 Methanol un Verlauf von 3 h eluiert Die Konzentration des Eluates erfolgt unter Vakuum bis zum Auftreten 
der Wasserphase, die anschlieBend drdmal mit Ethylacetat extrahiert vnrd, Nadi Einengen der orgaiuschen 
Phase im Vakuum bei SO"" C Badtemperatur erhalt man 36 g Rohextrakt 

Dieser Rohextrakt wffd durch LH-20-Gekhromatograplue (Siule: d « 20 cm, 1 - 100 an, BuB 45 ml/mm, 
Detektion 226 nm) mit dem Lau&nittel Methanol nach UV-Banden in 6 Frakdonen auf getrennt, wobei Tubulysin 
A, B und C in der Z Fraktion von 1 10 bis 130 min enthalten sind. Nach Einengen der betreffenden Fraktion trennt 
man in 3 Portionen auf einer Eurosl-Bioselect (10O-20-C-18)-Saule (d « 4 cm, I « 48 cm) mit dem Laufmittel 
Methanol/0,05 MAmmoniumacetat-Puffer(pH 7,0) = 60/40 und einem FluB von 8 ml/mm. Die Detektion erfolgt 
bei 226 nm. Rt Tubulysin C 245 bis 260, Tubulysin B 260 bis 285 mm. Tubulysm A 300 bis 320 min. 

Nach Eindampfen der vereinigten Tubulysin A, Tubulysin B und Tubulysin C enthaltenen Fraktionen bis zur 
Wasserphase extrahiert man mit Ethylacetat und erhalt nach dem l^dampf en im Vaknum und Trocknen 420 mg 
Tubulysin A, 240 mg Tubulysin B und 20 mg Tubulysin C 

Tubulysin A 

C43M€5N50ioS[843] 

DCI-MS (positiv-Ionen): 844.4543 f Or [M + H]+ 
iH- und i^C-NMR siehe Tabellen 1 und 2 

UV (Methanol) lambdamax (log epsUon) = 225 (4.20); 250 (3.86); 280 (330) 
IRKBr:ny = 3390; 2959; 2934; 2876; 1747; 1667; 1553; 1515; 1233 cra"-^ 
DC: Rf 0.27 

D&Alufolie 60 F254 Merck. Laufmittd: Dichlormethan/Methanol = 9:1 
Detektion: UV-L6sdiung bei 254 nm 
HPLC:Rt = 9.7 rain 

Saule: Nucleosil 100 C-18 7 jun, 125 x 4 mm Lauftnittel: Methanol/Wasser = 70/30 + 2mM Ammoniumacetat 
(pH 5.0) + 10 mM Natrium-dodec^lsulfat 
FluB: 1 ml/min 
Detektion: Diodenarray 

Tubulysin B 

C,2H63N50ioS[829] 

DCI-MS (positiv-Ionen): 830.4361 fur[M+H]+ 
^H- und ^^C-NMR siehe TabeUen 1 und 2 

UV(MeUianol) lambdamax (log epsUon) = 225 (4.23); 250 (351); 280 (3.26) 
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IRKBnny = 3421; 2964; 2935; 2878; 1742; 1667; 1550; 1517; 1235 cm" ^ 
DC:Rf = 0^ 

DC- Alufolie 60 F2S4 Merck, Lauftaittel: Dichlormethan/Methanoi = 9:1 
Detektion: UV-Loschung bei 254 nm 
HPLC:Rt- 73 min 

Saule: NucIeosQ 100 C-18 7 ^iin, 125 x 4 ram 

LaufmittehMethanol/Wasser 70/30 + 2mM Aiiimoiiiiimacetat(pH5i)} + lOmMNatrium-dodecylsulfat 

FIuB:lml/nm 

Detektion: Diodenarray 

Tubuly^C 

C41H61N5O10SP15] 

ESI-MS ^ositiv-Ionen): 816.6 fur[M+ H] 
HPLC:Rt ^6^min 

Saule: Nucleosil 100 C-18 7 jim, 125 x4 mnL 

LaufmittehMethanol/Wasser «= 70/30 + 2mMAmmoniumacetat(pH5,0) + 10 mM Natrium-dodecylsulfat 

FliiB:liiii/min 

Detektion: Diodenarray 
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TabeUe * H-NMR data of tubuly^es inlpe] DMSO (600 MHz) 
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Tabelle 2 '^C-NMR data of tubulysines in [De] DMSO (600 MHz) 
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*Sc geanessen bei 80* C 



CWiriomg 

Die Tttbulysme haben eine pytostadsche Wirkung auf Pilze, humane Krebszellinien und andere tierische 45 
Zellkulturen (vgL Tabelle). fuhren in den Zdlen zu einem rasciien Abbau des Mikrotubuii-Geriists. Das 
Aktinskdett bleibt erhidten. AdMrent wachsende L929-Maus-ZeHen vergroBera unter dem EinfluB der Tubuly- 
sine ihr Zellvolumen, cshne sich zu teilen, imd entwickeln groBe Zellkerne, die dann in einem apoptotischen 
Vorgangzerf alien. 

50 
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60 



65 



9 



DE 196 38 870 Al 

Wirkiingsspektrum 



Pilze 



Hemmhof [ram] 



Aspergillus niger 
Botrytis cinerea 

Coprinas cinereus 
Pythlum dehairyanxm 



Tubulysin A 



Tubulysin B 



20 

23 
20 
20 



18 
Id 



Agardiffusionstesti 20 iiq pro Testblattchen von S mm Durchmesser 



Humane Krebszellinien 



IC50 Ing/ml] 



KB-3-1 

(DSM ACC 158) 
K-562 

(ATCC CCL 243) 

HL-GO 

(ATCC CCL 240) 



Tubulysin A Tubulysin B Tubulysin C 



0,01 



0,1 



0,04 



0,02 



0,2 



0,08 



0,1 



1.5 



0,4 



Tierische Zellinien 



L929, Maus 
(ATCC CCL 1) 

Pt K2, Potorous tri- 

dactylis 

(ATCC CCL 56) 



0,2 
0,2 

Patentansprudie 



0,4 



0,2 



1. Oiemisdie Verbindung der Formel 
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2. Qiemische Verbindung der Formel 




3. Chemische Verbindung der Siunmenformel C43H65N5O10S und mit den folgenden Parametem: 
'H-NMR-SpektrumgeraaBTabelle 1 (Tubulysin A); 

i^C-NMR-Spektrum gemafi TabeUe 1 (Tubulysin A); 

UV-Spektnim (Methanol) lambdamax (log epsilon): 225 (4^0), 250 (3,86) und 280 (3^)); 
IR-Spektrum (KBr) ny: 3390, 2959, 2934, 2876, 1747, 1667, 1553, 1515 und 1233 cm~ K 

4. Chemische Verbindung der Summenformei C+aHesNsOioS und mit den folgenden Parametem 
*H-NMR-Spektnmi gemaB Tabelle 1 (Tubutysin B); 

i^C-NMR-Spektrum gem36 Tabelle 1 Cl^buib^sin B); 

UV-Spektrum (Methanol) Isunbdsunax Cog epsilon): 225 (4,23^ 250 1) und 280 (3;26); 
IR-Spektrum(KBr) ny: 3421, 2964, 2935, 28^ 1742, 1667, 1550, 1517 und 1235 can'^ 

5. Chemische Verbindung der Summenfonnel C41H61N5O10S und mit emem RrWert (HPLC) unter folgen- 
den Bedingungen: 

Saule: Nucleosil 100 C-18, 7 jtm, 125 x 4 mm; 

Laufmittel: Methanol/Wasser = 70/30 + 2 mM Ammoniumacetat (pH 5,0) + 10 mM Natriumdodecylsul- 
fat; 

FluB; 1 ml/min; 
Detektion: Diodenarray, 

6. Chemische Verbmdungen mit antimykotischer und cytotoxischer Wirkung, dadurch gewinnbar, da6 man 

a) Archangium gephyra DSM 1 1 092 in einem waBrigen Kulturmedium mit einem Gehalt an Kohlen- 
stoff-Queilen, Stickstoff-Quellen, Schwefel-Quellen, Cyanocobalamin und Mineralsalzen aerob in Ge- 
genwart eines Adsorberharzes kultiviert und 

b) das Adsorberharz vom Kulturmedium abtrennt und mit Methanol eiuiert und vom Eluat das 
Methanol abzieht und 

c) die zuruckbleibende Wasserphase mit Ethylacetat ^ctrahiert, den Extrakt einengt and dnen Rohex- 
trakt gewinnt und 

d) den Rohexti-akt ein^ Geichromatographie mit Methanol ais Laufoittd unterwirft und ein oder 
mehrere Fraktionen mtt einem Gehalt an Verfoindungen mit antimykotischer und cytostatischer ^Hr- 
kung im UV bei 226 nm detektiert, abtrennt und einengt 

e) das gewonnene Konzentrat an einer Umkehrpfaase mit Metiianol/Ammoninmacetat-Puff er chroma- 
tographiert und durch Detektion im UV bei 226 nm 
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el) eine Fraktion mit einer rascher laufenden Verbindung sowie, zeitlich getrennt, 
e2) eine Fraktion mit einer langsamer laufenden Verbindung sowie, zeitlich getrennt; 
e3) eine Fraktion mit einer noch langsamer laufenden Verbindung abtrennt, 

f) von der gemaS (el) gewonnenen Fraktion das Methanol abzieht, die zunickbleibende Wasserphase 
mit Ethyiacetat extrahiert, eindampft und trocknet and die Verbindung gewinnt, 

g) von der gemaB (e2) gewonnenen Fraktion das Methanol abzieht die zunickbleibende Wasserphase 
mit Ethyiacetat extrahiert, eindampft und trocknet und die Verbindung gewinnt und 

h) von der gemSB (e3) gewonnenen Fraktion das Methanol abzieht, die zuruckbleibende Wasserphase 
rait Ethyiacetat extrahiert, eindampft und trocknet und die Verbindung gewhmt 

7. Chemische Verbindungen nach Anspruch 5, dadurch gewlnnbar, daB man bei Stufe (e) an dner Cis-Um- 
kehrphasechromatographiert . • «r 

8. Verf ahren zur Gewmnung von chemischen Verbmdungen mit antimykotiscfaer und c^ostatischer Wir- 
kung, dadurch gekennzeichnet, daB man 

a) Archangium gephyra DSM 1 1 092 m ranem waBrigen Kulturmedkim mit einem Gehalt an Kohlen- 
stoff-QueUen, Stickstoff-Queflen, Scfawefel-Qaellen, Cyanocobalamin und Kfineralsalzen aerob in Ge- 
genwart eines Adsorberharzes kulthdert und 

b) das Adsorberharz vom Kulturmedium abtrennt und mit Methanol eliuert und vom Eluat das 
Methanol abzieht und 

c) die zuruckbleibende Wasserphase mit Ethyiacetat extraluert, den Extrakt dnwigt und emen Rohex- 
trakt gewiimt und 

d) den Rohextrakt einer Gelchromatographie mit Methanol als Laufmittel unterwirft und ein oder 
mehrere Fraktionen rait einem Gehalt an Verbindungen mit antunjitodscher und cytostatischer Wir- 
kung im UV bei 226 nm detektiert, abtrennt und einengt, 

e) das gewonnene Konzentrat an einer Umkehrphase mit Methanol Ammoniumacetat-Puffer chroma- 
tographiert und durch Detektion im UV bei 226 nm 

el) eine Fraktion mit einer rascher laufenden Verbindung sowie, zdtlich getrennt, 
e2) eine Fraktion mit einer langsamer laufenden Verbindung sowie, zeitlich getrennt 
e3) eine Fraktion mit einer noch langsamer laufenden Verbindung abtrennt, 

f) von der gemaB (el) gewonnenen Fraktion das Methanol abzieht, <Ke zuruckbleibende Wasserphase 
mit Ethykoetat extrahiert, eindampft und trocknet und die Verbindung gewinnt, 

g) von der gemaB (e2) gewonnenen Fraktion das Methanol abzieht, die zuruckbleibende Wasserphase 
mit Ethyiacetat extrahiert, eindampft und trodmet und die Verbindung gewinnt und 

h) von der gemaB (e3) gewonnenen Fraktfon das Methanol abzieht <fie zuruckbleibende Wasserphase 
mit Ethyiacetat extrahiert eindampft und trocknet und die Verbindung gewinnt 

9. Antimykotisches Mittel mit einem Gehalt an einer Verbmdung gemaB dnem der Anspriiche 1 bis 7. 

10. Cytostatisches Mittel mit emem Gehalt an einer Verbmdung graiaB dnem der Anspruche 1 bis 7. 

1 1. Archangium gephyra DSM 1 1 092. 
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